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論　文　の　内　容　の　要　旨
　近年 RNAに対する考え方が大きくかわりつつある。そのきっかけは 1980年代のリボザイムの発見であ
るが，1990年代に興ったインビトロ選択法による「RNAアプタマー」もその 1つである。これはランダム
な配列を持った RNAライブラリーの中から，PCRを利用したスクリーニング操作を繰り返すことで，抗体
と同じように標的分子に特異的に結合し相互作用する，新しい機能を持った RNA分子の創製法である。ア
プタマーの利点は，抗体と同じような特異性，結合性を持った分子を，試験管内操作で獲得できること，得
られた分子は化学合成により均一で大量合成が可能なことである。今までに低分子から生物個体に至るまで
数多くの標的分子に対するアプタマーが単離されており，それらは分子間相互作用の研究や診断ならびに治
療薬への応用に向けて研究が進められている。ごく最近，血管内皮成長因子に対する RNAアプタマーが加
齢黄斑変性症の治療薬として米国で認可されるにいたった。
　関矢氏は RNAアプタマーの標的としてプリオン蛋白質をとりあげた。現在大きな社会問題になっている
狂牛病等のプリオン病は，宿主が元来持っている正常型プリオン蛋白質（PrPc）が，アミロイド様の異常型
プリオン蛋白質（PrPsc）に構造変化することにより，蓄積し発症すると考えられている。しかし詳しいメ
カニズムは未解明で治療法はもとより簡便迅速な診断法もない。例えば，狂牛病の診断にはプリオン蛋白質
に対する抗体が使用されるが，その抗体は PrPcと PrPscを識別するのではない。PrPcがプロテアーゼ Kに
対して完全に消化されるのに対して，PrPscは未消化のコアが残り，それを抗体で検出するという非常に手
間のかかる方法がとられている。このような状況をふまえ，関矢氏は，1）同じアミノ酸配列でありながら
立体構造の異なるタンパク質に対して，それぞれ特異性の異なる RNAアプタマーが得られないか？ 2）そ
のアプタマーを利用してプリオン蛋白質の新規な検出手法ができないか？を命題に掲げ，本研究をおこなっ
た。
　マウス正常プリオン蛋白質（mPrP）に対する RNAアプタマーのインビトロ選択操作を，30塩基長のラ
ンダム配列を有する RNAライブラリーを用いて行い，最終的に RNAアプタマー 60-3を獲得した。二次構
造予測から得られた 2つのステム・ループ構造はヌクレアーゼマッピングの結果からも支持された。60-3は
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mPrPに高い親和性（Kd = 6 nM）を示したが，ウシプリオン蛋白質に対しては 1/10以下で，類縁のプリオ
ン蛋白質も識別できる特異性を認めた。さらにヌクレアーゼ耐性化のためピリミジンヌクレオチドを2’-フッ
素置換した，アプタマー 60-3FもmPrPに対する高い親和性を有することを示し，生体試料中でも利用可能
なアプタマーの創出に成功した。アプタマーの mPrP結合部位は，mPrPの欠損体を用いた結合部位の限定
ならびにヘパリンを用いた競合的結合アッセイの結果から，アミノ酸番号 23-108に存在していることを明
らかにした。
　次に RNAアプタマーを用いたマウス PrP検出系について種々条件を検討し，ドットブロッティングでは
抗体法と同様の方法でmPrPが検出できること，およびウエスタンブロッティングではマウス脳ホモジネー
ト中の PrPCを特異的に検出する方法を開発した。これらの結果は今後，アプタマーを用いたプリオン蛋白
質の検出や濃縮等の応用につながる成果である。
　さらに異常型プリオン蛋白質の凝集体である，マウススクレイピー原繊維（mSAF）をマウス脳ホモジネー
トから精製し，mSAFに対する RNAアプタマーのインビトロ選択操作を行い，2種類のアプタマー，saf04
および saf10を得た。配列は共にアプタマー 60-3との相同性はなく，また，mSAFに対する結合性は RNA
アプタマー 60-3（Kd = 800 nM）と比較して高くなっていた（saf04，K d = 330 nM; saf10，K d = 490 nM）。ま
た，いずれの RNAアプタマーも，フッ素修飾化しても，mSAFとの親和性は保たれていた。これらの結果は，
将来プリオン病の診断方法や治療法および原因の解明につながる成果と言えるものである。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文で，関矢氏はマウス正常型プリオン蛋白質に高い親和性と特異性を有する RNAアプタマーを創出
し，それを用いたプリオン蛋白質の新しい検出手法を確立した。またアプタマーが生体試料中のプリオン蛋
白質の濃縮にも有用であることを示した。基礎的には RNAアプタマーのプリオン蛋白質上での結合領域を
限定することに成功した。さらにこれらの結果をもとに，マウス異常型プリオン蛋白質として，mSAFを用
いたインビトロ選択法により，異常型プリオン蛋白質により特異的に結合するアプタマーの創出に成功し，
すでに確立したアプタマーによる検出手法で，選択的に異常型を検出することに成功した。このように，関
矢氏の成果は最初にかかげた 2つの目標を達成し，アプタマーのさらなる応用を開拓したものである。した
がって，本研究は非常に価値あるものと結論できる。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
